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Forkhead 家族蛋白是一类含有一个保守的 DNA 结合结构域为特征的转录调
控子家族，存在于所有的真核生物中。在 Forkhead 转录因子家族中，FoxO 亚族
包括 FoxO1, FoxO3，FoxO4 和 FoxO6 四个成员。通过酵母双杂交实验，我们得
到一个新的 FoxO 结合蛋白，并将其命名为 FBP1。在 HEK 293T 细胞内过表达
Flag 标签的 FoxO 蛋白家族成员 FoxO1，FoxO3a, FoxO4，然后通过免疫沉淀反
应实验分析，我们发现 FoxO 蛋白家族成员分别能免疫沉淀内源性的 FBP1 蛋白。
为了探究 FoxO 蛋白家族成员 FoxO1 蛋白与 FBP1 蛋白之间是否有直接的相互作
用，我们将人的 FoxO1 基因和人的 FBP1 基因序列分别克隆到 pGEX 4T-1 和
pET21b载体上，并进行体外蛋白诱导表达，通过GST-pulldown实验验证了 FoxO1




HCT116 细胞中，敲低 FoxO1 基因并不影响 FBP1 蛋白的表达，而敲低 FBP1 基
因则导致 FoxO1 蛋白水平的降低，提示 FBP1 蛋白有可能影响 FoxO1 的表达水
平。由于 FoxO1 参与细胞自噬的代谢过程，且 FBP1 对 FoxO1 蛋白水平有调节
的作用，这些证据提示 FBP1 有可能与细胞自噬有关。为了验证该假设，我们在
FBP1 敲低的细胞中检测自噬标记分子 p62 蛋白和 LC3Ⅱ蛋白的水平，我们发现
p62 蛋白水平上调而 LC3Ⅱ蛋白水平下调；透射电镜实验显示，在敲低 FBP1 基
因的 HCT116 细胞中，细胞内畸形线粒体的数量显著增加，线粒体发生肿胀甚至
呈空泡状。以上证据提示 FBP1 基因敲低后细胞自噬存在缺陷。 
鉴于 FoxO1 在细胞自噬中的重要作用，我们的结果提示 FBP1 可能通过与



















FoxO transcription factors belong to the large Forkhead family of proteins, a 
family of transcriptional regulators charactered by a conserved DNA-binding domain 
termed the ‘forkhead box’. The Forkhead family is present in all eukaryotes. Among 
the Forkhead family, the FoxO subgroup contains four members: FoxO1, FoxO3, 
FoxO4 and FoxO6. By yeast two-hybrid, we have identified a novel 
FOXO-interacting protein named FoxO-binding protein 1(FBP1). Flag-tagged FoxO1, 
FoxO3a and FoxO4 were separately overexpressed in HEK 293T cells. We found that 
FoxO family members interacted with endogenous FBP1 by immunoprecipitation. We 
confirmed  in vitro interaction between FoxO1 and FBP1 by using GST-FoxO1 and 
His-FBP1 recombinant proteins. Domain mapping data indicated that the interaction 
domain of FoxO1 required for FBP1 association is the DNA binding domain (aa 
150-270). 
To investigate the biochemical consequence of the FoxO1-FBP1 association, we 
depleted FoxO1 or FBP1 in HCT116 cells. Knocking down FoxO1 gene did not 
change the protein levels of FBP1, while Knocking down FBP1 gene resulted in a 
decrease of FoxO1 protein levels. This suggested that FBP1 might influence the 
expression levels of FoxO1. 
Since FoxO1 has been found to play an important role in regulating autophagy , 
we speculated that that FBP1 might regulate autophagy via FoxO1. To verify this , we 
set out to detecte the protein levels of autophagic markers: p62 and LC3Ⅱin HCT116 
cells knocking down FBP1 gene. We found that the p62 protein levels increased and 
the LC3Ⅱprotein levels decreased upon FBP1 depletion, suggesting that autophagy 
defect in FBP1-depleting cells. Transmission electron microscopy (TEM) data further 
supported this conclusion. 
Given that FoxO1 plays an important role in autophagy, our results indicate that 
FBP1 may regulate autophagy via FoxO1.  
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图 1.1 细胞自噬的类型 





























氨基肽酶 1（Ape1）和 α-甘露糖苷酶（Ams1）从细胞质转运至液泡[9]。 
在 31 个 Atg 蛋白中，有包括 Atg1-10,Atg12-14,Atg29 和 Atg31 在内的 18 个
蛋白参与自噬体的形成，被称作：“APS-Atg 蛋白”[2, 10, 11]。最近的一个系统分析
研究表明 APS-Atg 蛋白在 PAS 处聚集作用是相互依赖的[12]。Atg17，Atg29 和
Atg31 在 PAS 结构形成中起作用，其他 Atg 蛋白结合到 PAS 处参与自噬体的形
成。Atg8 蛋白是一种类泛素蛋白，以 Atg8-PE 的形式存在于自噬体的膜上。在
体外，Atg8 介导包含 Atg-PE 的脂质体的圈合和半融合；这个单膜融合过程可能
与体内隔离膜的延伸过程相当[13]。 
很多 Atg 蛋白在酵母和动物中很保守，而在动物中研究最多的是 Beclin1,此
蛋白是 Atg6/Vps30 同源的蛋白且是类型Ⅲ PI3 激酶复合体的一个亚基。最初发
现 Beclin1 是一个与 Bcl-2 蛋白相互作用的抗凋亡蛋白[14]。Bcl-2-Beclin1 的相互
作用是通过 Beclin1 蛋白上的 BH3 结构域介导完成的[15, 16]，此相互作用在饥饿刺





















[25, 26]。这与经典的自噬存在某些差异，因为 Cvt 小泡比自噬体小很多。然而 Cvt
途径的膜动力学和分子机制与经典自噬的很相似，因此 Cvt 途径被认为是转运液
泡酶 Ape1 和 Ams1 的选择性自噬过程。在这种情况下，Atg19 在选择性包裹这
些酶到 Cvt 小泡的过程中起着受体作用[26]。 
自噬体的内膜和外膜的组成存在较大的差异。只有 LC3（是人的与 Atg8 同
源的蛋白）定位在自噬体的内膜上[27]。LC3 作为 p62/SQSTM1 的受体在一系列
的信号途径中起作用，而在柏哲德氏病人中此蛋白发生了突变 [28-31] 。 
p62/SQSTM1 与 LC3 结合并优先通过细胞自噬而降解[31, 32]。在细胞自噬缺陷的
细胞里，p62/SQSTM1 大量积累[33, 34]。因为 p62/SQSTM1 有一个泛素结合结构域，
































如 Avt3 和 Avt4,共同作用产生氨基酸[45]。在动物体内并没有发现与 Atg22 作用相
当的蛋白质，现已发现与 Avt3 和 Avt4 的作用相当的蛋白质分别是溶酶体氨基酸




































































































分子，并被 CD4+ T 细胞所识别。在类型ⅠMHC 抗原呈递过程中，蛋白酶体将
内源性抗原降解至多肽，随后多肽通过抗原呈递相关的转运器（TAP）作用转运
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